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PROCEDE D'ENCAPSULATION DE MATIERES ACTIVES PAR COACERVATION DE POLYMERES EN 
SOLVANT ORGANIQUE NON-CHLORE. 

@) La pr^sente invention concerne un proced£ de mi- 
croencapsulation d'un principe actif par coacervation qui 
consiste en la dSsolvatation menagee ou coacervation d'un 
polymere dissous dans un solvant organique contenant ledit 
principe actif, ladite coacervation 6tant induite par addition 
d'un non-solvant et se traduisant par le depot du polymere 
a la surface du principe actif, et en le durcissement du depot 
de polymere par ajout d'un agent durcisseur, ledit durcisse- 
ment se traduisant par la formation d'un film continu enro- 
bant le principe actif, caract6ris6 en ce que le solvant est 
choisi parmi l'ac£tate d'6thyle, la N-methylpyrrolidone, la 
methylethylcetone et I'acide acetique. 

Le non-solvant est avantageusement un alcool compre- 
nant deux a 5 atomes de carbone et I'agent durcisseur est 
par exemple choisi parmi Teau, les alcools comprenant un k 
4 atomes de carbone et leurs melanges. 
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La.presente invention concerne un procede de microencapsulation 
d'un principe actif par coacervation, utilise notamment potir preparer des 
formes galeniques a liberation prolongee. 

Les techniques de microencapsulation sort cJassiquement utilisees 
5 pour ;separer., des T substances . chimjques incqmpatibles. convertir des 
liquides.. en.> pqudres, amelipren. la, biodisponibilite : de ,, principes actifs, 
masquer le gout qu I'odeur desagr6able.de certains composes et preparer 
des formes, galeniques a jiberatiqn prplong^e. , 

-Les Jorme^.^teniques, .a.Jb£ration r .prplongee, sort ,.susceptibles 
10 d'etre administrees par voie jSpus^utanee ou intramusculaire, et de se 
retrouver directement dans le flux sanguin ou a proximite de I'organe a 
traiter si bien que les polymeres biodegradables sont souvent choisis pour 
: : entrer dans leur. composition, ; ... •• 

, ., Les. systemes liberation prolongee .a, base. de. polymeres 
15 . biodegradables peuvent etre administres par . la yoie. parenterals, sans 
retrait par intervention chirurgicale, puisque, les polymeres biodegradables 
se transforment dans^'organisme en. metabolites elimines par- les yoies 
naturelles. Le principe actif ; est libere, suiyart une cinetique- modulee par 
la diffusion du principe actif et le processus de degradation du polymere. 
20 De plus, Tobservance du patient est. amelioree du fait d'une administration 

moins frequente. u r n • - .-. ir.-r. 

••• Parmi. les polymeres biodegradables. d'emploi frequent dans 
Tencapsulatiqn de principes actifs figurent Jes poly(a-hydroxy-acides), 
notamment les polymeres d'acide lactique (PLA) et les polymeres d'acides 

25 lactique et glycolique (PLAGA), la poly-s-caprolactone, les polyorthoesters 
comme 1 Chronomer® et Alzamer®, les pblyanhydrides, notamment le 
copolymere d'acide sebacique et de (carboxyphenoxy)propane, les 
polypeptides et les polymeres naturels biodegradables, comme I'albumine, 
la serum albumin^ bovine, le cbllagehe et W chitosarie. 

30 '*'"'' If existe deux graricte types : de technTques de £ microehcapsulation : 
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- leW techniques sans sclvant, comme Me spray-congealing, 
r : I'etfrusioh (cbe)drdsiori/sph6ronisati6n)rla gel ifi cation, le prilling 

et la precipitation devolutions superoritiques (RESS), et 
_ |es Wchrtiques / &ved'' c, solvants'; bohrvrtie* la' nebulisation, la 
5 cbaeerVWtiort; fern 

leurs variantes apartir d%ftitilsibns f doubles eau/huile/eau: 
Le" contact prbforigfe des ^ ■form6s ;; galeniques a liberation prolongee 
avec un milieu aqueux justifie Tfertip^ caractere plus ou 

mbins ;; hydrophobeV d^ dans ' un milieu 

\6 organise. Lfes pbiiyni6re~§ • ; bib^egfadgil5fes a ia base s de : systemes & 
liberation control^ sbnt ceperidaht fdiblement soltibfes dans les solvants 
de faible'totf^ norme ICH). 

C'est pourquoi, les techniques classiqufesde microencapsultation 
(co&cervation, emulsidn^vaporatToh) ^emploient r £ssentiellement des 
15 : sofvarrts ehlores comhne le archibfometharife (solvahtde dasse 2 selon la 
nofmelCH, i.e; sblvant a limiteO-'oornm'e^ sblVanf du ' pbfym'erel -Or c'ielst un 
: -- solvanf chldre connu pour ; sa y heurotbxlcite. Le tauix residuel de 
dichibrbmethane atitbfis& f: dans Ig^prbduU'fihi est de 600 ppnrTseloh la 
■ norme IGH4. 1 ^ - ■'<•• - :: ' * : > " ' Hte ' 
20* 1 Quelle que sdit la fechnique de microencapsulation employee, les 
microparticules obtenues renferment des quantites de solvants 
r§sidue!les. II apparatt done hScfessaire^-de developper dig nouvelles 
m6thodes de microencapsulation- he faisant pas appel'aux ^solvants 
chlores/ Deux solutions majeures se prfesentent pour resoudre ce 
25 probleme. • - ■-■:.->.-. • .. , „ v':- ; •■ 

Une solution permettantde r6alise^ r^ncapsulatioa sans solvants 
chlores repose, sur des methodes ne mettant en oeuvre aucun solvant, 
mats certains polymeres ne peuyent pas e\re mis. en oeuvre selon. ces 
methodes. En outre, !es ; proprietes des particules obtenues . par ces 
30 methodes ne correspondent pas^forcement aux exigences d'un traitement 
a long terme. 
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Une, autre solution .consiste a substituer les solvents chlojres par 
des solvants non toxiques. Les methodes de microencapsulation qui 
. utilisent des splvants chlores ont ete largement etudiees et les facteurs de 
variation sont connus. Cependant, la substitution des solvants chlores par 
5 des solvants non chlores, r modifient les interaptions, physico-chimiques 
entre les different? composants^de 4a formulation. Le cpmpprtement des 
pplymeres biodegradables dsns les spjvants> de substitution : ,^st tr£s 
different de celui dans les, ; solvants. chlores, Ainsi, le poly(L-lactide) r et le 
poly(D,L-lactide)i sont insplubles dans ('acetate d'ethyle ou ('acetone et 
io :: . aucun polymere n'est soluble dans J'alcool ethylique, qui est pourtant un 
solvant de predilectipn ; puisqu'il : esVfaiblem 

La presente invention ;proppse..un precede de microencapsulation 
par coaceryatipn qui ^utilise, aucun solvant qhjore. Plus precisement 
Tinvention cpncerne un precede de coaceryatipn par ajout de nqn-solvant. 
15 La,coacep.'ati^^ requiert I'usage de trois 

solvants miscibles : ; un de pes trois sol vants^est solvant du polymere et les 
deux autres sont non-solvants du polymere. . ; ; ~; . : r 

■ : « Le principe de la ccaperyatipnTeppse sur la ,desol vatation m^riagee 
d'un , polymere dissous dans un- solvant organique^contenant un principe 
20 actif generaiement sous forme particulate, induit par addition d'un non- 
solyant ou agent de coaceryation du polymere: La solubilite du polymere 
: dans le solvant organique est abaiss^e ,et i! se forme deux phases non 
. miscibles : le cbacervat se depose progressivement a la surface du 
principe actif. L'ajout d'un durcisseur permet la formation d'un film continu 
25 ; de polymere autour du principe actif. . -v.. 

Les particules de principe actif peuvent etre liquides ou solides. Le 
principe actif peut egalement etre initialement dissous dans le solvant du 
polymere. II reprecipite alors sous for;me particulaire lorsque Ton ajoute 
I'agent de coacervatipn, ou peut.fprmer gne solution ^solide homogfene 
30 dans les, particules de polymere issuesde la coaceryation. 

!. L'etude* des interactions polymere/solvant/agent de coacervation, 
pour chaque association, permet de realiser un diagramme de phases de 
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fagon a de'finir le rapport ideal polyrtidre/solvant/agent 5 de coacervation 
neces^aire £ une encapsulation efficace. Cepehdant, il est difficile de 
preldire ('encapsulation d'uh principe actif. car les proprietes interfaciales, 
en rapport avec ies interactions" rtioleculaifes'entre le polymere, le solvant 
5 et I'agent de coaderv^tib : n ( changeht coristammerit avec la composition du 
coaeervat ^thdniassini^ C;- Merkle H P \ u Gander B .A., Physico-chemical 
' parameters i governing 7 protein ' micrbfenc^^Sdlatiori into biodegradable 
- pbiyfester ; by c coacervation; : lift J: Phafm; 1997; 147, 173-186). ^< 
' : Le pfbbbme f5r fnajetir ~de ? ia^fe^ est 
i6 ; : ' rag^lom^fatioh ]bd^si6l# &e } pahidules. 'Four tenter de le resoudre, des 
auteurs ont --propd^S" ' -tiei^ffluife'- la ^-temperature 1 du systeme, 
' esSentiellement a r r§tape de^--aurdssenrienty Les 5 parois sont alors 
suffisamment solitiefc -pour" fevi'ter-Padhfesibhl Des solutions telles que 
I'emploT de 1 • chIoro^uaro^c«Tti6hi&s ; (CFC) bu' : Tabaissemerit de la 
15 temperature • h& 'soht- pfas r transpb6iabres : a " Tecfielle r - industrielle. En 
: re^N/knbh^ rempibrtfhtitf^^^ de stabiliser 1 le systeme 

gr§ce a sa viscosite (Ruiz 9.M 1 ; Tissier B:; Behbit J.P:, Microencapsulation 
- of peptide : a study 6f the 'phase ^-sepafatibn' of poly(D;L-ladtic acid-co- 
' glycolic acid)copblymers 50/50 by silicone oil; Int J Pharm., 1989, 49, 69- 
20 77).' ' ' • ■' - - s ' ' " ' " " ' - • 

k La technique' de fcoacdrvatioh; : m^ des taux eleves de solvants 
residuels-reste une technique de ; choix pbtir ('encapsulation deprincipes 
actifs fragiles, et surtout de principes actifs hydrosolubles, eh milieu non 
• aqueux. ; " ■ ' ? : " > rK * ; • 1 : ' * : ' : ■ r * 

25 Le choix des associations stblvant/agerit de coacervation/durcisseur 

est guide par divers criteres : 1 ; : ' • 

- le solvant doit solubiliser te f polyrrifere Vori prefere qu'il he solubilise pas 
le principe actif, bien que le procede reste toujours utilisable.avec un 
principe actif soluble dans le solvant du polymere. 1 
30 - Tagent de coacervation doit etre miseible au solvant du pblymere. II ne 
doit pas etre sbivant du polymere, : car-sihbn eela reviendrait a un 
simple transfert du polymere du solvant vers r agent de coacervation. 
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De plus, il ne doit pas solubiliser le principe actif pour limiter les pertes 
d'encapsulatioa ■ : \ . f - ^ : - 

- le durcisseur doit etre partieliement miscible au solvant du polymere 
. pour en faciliter Textraction. II ne doit solubiliser^ ni ie polymere, ni le 

.< 5;,. . . principe actif, car sinon le. rendement ^'encapsulation serait fortement 
diminue. ><:k/., : '• ! ;c: r k ? 

Dans I'art anterieur; la technique de coacervation fait appel au 
. ; dichlpromethane ou au chlqroforme comme solvant du polymere, a une 
. buile silicone comme agent de coacervatioh, eft a Theptane 'comme 
10 durcisseur. .. \ - ~ : v- ; ' 

La pr6sente invention concerne un procede de microencapsulation 
d'un principe actif par coacervation qui tbnsiste en 

- la,desolvatation menagee ou coacervatibn d'uri polymere dissbus dans 
un solvant organique nontenant ledit pnricipe actif, ladite coacervation 

is etant induite par addition d'un non-solvant et se traduisant par ie depot 
; ; dupolymere a la surface dudit principe- actif; puis- ;: ' 
- - le durcissement du depot de polymere par ajout d'un ag^nt durcisseur, 
ledit durcissement se traduisant par la - forirriation d'un' filffi continu 
enrobant ledit principe actif, - : 

20 .caracterise en ce que ^ — - > ./.<■'*'.. » 

- le solvant du polymere est un solvant organique noh chlor6 de point 
: d'ebullition compris enivh ? 30°G et 240 j °C et de permittivite dielectrique 

relative et comprise eritre 4 et 60, avantageusement choisi parmi I'acetate 
d'ethyle, la N-methylpyrrolidbne.-la nriethyiethylcetone, I'acide acetique, le 
25 propylene carbonate et leurs melanges, : : ' 

- le non-soivant est un alcool ou urie cetone cbmprenant 2 a 5 atomes, et 
preferentiellement 2 ou 3 atomes de carbone, en parti cu Her I'ethanol 
(e=24), le propan-2-ol (e=18), le propane-1 ,2-diol (e ehtre 18 et 24) et le 
glycerol (e=40), ou la methylethylcetone (e= 18), 
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- I'agent durcisseur est choisrparmi Teau, les alcools comprehant 1 a 4 
atomes de carbone a condition que I'agent durcisseur ; soit un alcool 
different du non-solvant; et leurs* melanges: * • ?> 

Bien . que : la \.N-methylpyrrolidone vsoit de' "classe 2 •• comme le 
.5^ • dichloromethane, sa concentration- limite est nettement plusefevee (4840 
ppm contre 600 ppm pour le dichloromethane). - • ■ 

De rfagonr avantageuse, .;le irton-sdlvant et le durcisseur sont 
r respectivement choisis iparrmi les ; couples suivants propane^-1 ,2-diol et 
. propan-2-ol, iglycdroljBtpropai^t^<liol^glyG6ral!:Bt propan-2K>1; propan- 
io 2-ol et propane-1 ,2-diol. : 

, Selon un.mode de realisation: prefere^ le;polyffiere*est un polymere 
biodegradable dont Ja; : cnass^^-:moleculaire f en pdids^ (Mw) est comprise 
entre. 10 000 et 9£ ! 00p. g/mo!e^$lQ.-pceference entoe 1 5 000" fet 50 000 
. g/mqle^dpnt I'ind^ de 
15 preference entre 1^5 et 2;5. : r .* : .. ".y'r- "t.-Sx ^ ' i sr 

On indiquera ci 7 apres un, certain . nombre d'autres caraeteristiques 
... cvr additionnelles pour- -ijlustrerr ^diyer§ ;mddes de mises o en oeuvre 
. : . . preferentie!les,de ^invention, o vs^rhy 1 r « 

Selon ces caraeteristiques additionnelles, le polymere est un 
20 polymere d'acide lactique (PLA) ou un copolymere d'acides lactique et 
. glycolique (PLAG/\): • . : . • ; ^. v. - 

_ Le polymere est un PLAGA.te! que.iyiw est comprise entre 15 000 
et 20 000 g/mole,.de preference ega! a, 17. 500, Jp est compris entre 1 et 2, 
de preference egal a .1 ,6,-et le^pourcetftage .d'aeide glycolique est inferieur 
25 a 30%, de preference 6gal a 25%. • " ? . 

La concentration en polymere dans le, sol vant est comprise entre 1 
et . 1 0% (p/y ), de preference de I'ordre de 4% (p/v). 

Le rapport volumique non-solvant/solvant est compris entre 1/2 et 

1/1. 

30 La temperature de coacervation est inferieure a la temperature de 

transition vitreuse du polymere, de preference inferieure ou 6gale & 25°C, 
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de preference, inferieure a 4°C, de preference encore inferieure pu egale a 

Le non-solvant est ajoute par doses successives de 200 |i! a 1 ml. 
v La v: cx)acervation^est^ exemple sous 

5 ; agitation magnetique, a une vitesseroomprise entre,200 et ; 1Q00 t/min. 

L'agent durcisseur contient en outre un agent tensioactif, la 
concentration dugjit agent tensioactif v dans , I'agent durcisseur etant 
compris^eintreO,^^^ ; : r ■ / ^ • - 

L'agent tensioactif est un ester de sorbitan, par exemple le Tween ® 
10 n 80, ou I'alcool polyvinyljque.: ei ^ ' : - r . 
. - Lg rapport volumique .agent durcisseur/solvant est compris entre 

5/1 et 180/1 ^et de preference.entre 15/1 eM20/1. 

: Le durpissemejit eles microspheres est realise sous agitation, par 
} exemple magnetique -a une vitesse comprise entre 500 et 1500 t/min. 
is La temperature .de durcissement est inferieure ou 6gale a 25 9 C t de 

preference- inferieure, a 4^C;; de preference encore inferieure ou egale a 

0,5*C. -v-..- T:; X ;|0.:.;^,-^i,,; -r7=.— ■ r : ■ <X 

L^ durcisseur- est ajoute en plusi ; egrs fois ( de ; preference en quatre 
fois au minimum. -. . ,i . ,r ■«-.*; • * n ';'V J 

20 ; ; Le durcissement dune t entre 2 et 4 beures. v r < 

:^ . Lest, microparticules : j>btenue^ a la ^ suite du durcissement- sont 
. filtrees sur systeme^Millippre par centrifugation ou sur papier plisse. 

Lorsque le principe actif forme une dispersion dans la solution de 
po!ymere,« |e; solvant et !e non-solvant JonL une rviscosite suffisamment 
25 elev6e pour stabiliser le principe actif. : ? , 

La granulomere, du principe actif est comprise entre 1 et 50 
microns, et preferentiellement entre 5 ym et 30 pm. 

Selpn un mode de realisation prefer^, le solvant est la N- 
methylpyrrolidone, le. non-solvant est Fethanol, et le durcisseur est I'eau. 
30 Selon un autre mode de realisation prefer6, ie solvant est i'acetate 

d'ethyle, le non-solvant estle propan-2-pi, et ie durcisseur est Teau: Le 
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polymere est un PIAGA 75 :25 : tel que Mw est cbmprise entre 15 000 et 
20 000, de preference egal a 17 500, Ip est compris entre 1 et 2, de 
preference egal a 1 ,6. ;; v •' ~ " :u - : - 

Selon un ; tro;sieme : mode' prefere de realisation, le solvant est 
5 I'iacide acetiquei -le ^'flurd^tfeir 'Ssf-i'eW, ^et le polymere est un PLAGA 
50:50; - • - :<•*'.<" - " 

Dans le cadre de la present&Mvention, lorsqiie le principe actif est 
insoluble dans le solvant du polymere, oh r&afisWsoft tine suspension, soit 
une ertiulsion. " f ^n- -v. .r^;^;:^- -' l 

10 Pour preparer la suspension, le principe actif est brdye au rribrtier 

puis mis. en suspension; dans le solvant: La suspension peut fetre 
homogeneisee sous agitation hNagnefcique^rlajeo^cervation es f t alors aussi 
realisee souscagitatfen magnetKji^; La" suspension peut egalement etre 
homogeri6isee Sobs* agitation mScanrque, a vifesse^vartable (agitateur a 
15 helifce, Heidolph RGLSOO,; Proiabo; Paris; -France) bu 5 Taide d'un Ultra- 
: Turrax® T25 (Prolabo, Parish FrariGe); Ddhs ces deux derniers cas, la 
coacervation est alors realisee sous agitation m6canique. 

La dispersion d0"-|3riMc^e '^Idfif' dtavirsi'la'-fiolLitffbri de polymere peut 
egalement etre classiquement realisee sous agitation par ultriasons. ' 
20 Lorsque le principe actif esthydfoseluble, pour pr6pareir I'emulsion, 

le principe actif est dissous dans Peau; puis une emulsion eau/solvant du 
polymere est r6alisee sous agitation m^cariiquV: *La coacervation se fait 
- ersuite sous agitation mecanique. 1 . ' *o Vif- ,: , io. 

Lorsque le principe actif est soluble dans le solvant 5 du polymere, la 
25 coacervation est r6alis§e sous agitation r m§canique. ^ > 

Dans le cadre de la presente invention; le polymere est un 
polymere biodegradable d'emploi * frequent dans • ('encapsulation de 
principes actifs, de preference un P LA ob un- PLAGA, *de preference 
encore un PLAGA de masse mblafre en pbids (Mw) comprisis entre 1 0 000 
30 et 90 000, de masse mblaire en. nbmbre. (Mn) comprise entre 4 000 et 40 
000, d'indice de polydispersite (Ip) compris entre! 1 et 3,5, et dont la 
proportion de glycolide est comprise entre 10 et 60 %. On preferera ies 
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poly meres de. masse molaire en poids elevee superieure ou egale a 
15000 g/mole car ils permettent d'augmenter le rendement cle fabrication 
en augmentant le volume de la. phase de coacervat. On : pr§ferera 
egalement \es polymeres dont I'indice de poiydispersite est faible (Ip < 
5 2,6), car les fractions de bas poids mpleculaire restent en solution et 
entrainent une baisse de rendement, qu provoquept ('agglomeration des 
microparticules en se collant a leur surface. : 

Le ; PLAGA est par exempie le Resomer? RG 502 (Boehringer 
Ingelheim, Mw=14 300. g/mole), Mn 6 900 g/mole, Ip 2,5,' 50 % de 
10 : glycolide), ;!e Resomer® RG 756:(Mw 89 800 g/mole, Mn=35 200 g/mole, 
Ip 2,6, 25 % de glycolide), !e Resomer®RG 858 (Mw=87 000 g/mole, 
Mn=22 000 g/mole, ^ Tp 3,9 f '15 % de gfycolide), le Phusiline fourni par 
Phusis (Mw=t7 500: g/mole; -Mn c =10 940 g/mole, lp=i;6, 25 % de 
glycolide). ; ^ : e • . ^ 

15.:. La concentration en polymfefe^dans le solvant doit etre suffisante 

pour augmenter la viscosite du milieu; ce -qui permet de stabilisfer les 
goutteiettes de coacervat dispersees et de linrtiter leur agregation, d'une 
part, et de diminuer la formation de microparticules de jDetite taille; d'autre 
• part; •••> : - " : — - ' y '" - ;:v ■ ' J 

20 *."■-■ La concentration en polymere est de preference comprise entre 1 et 
10 %(p/v),/de preference encore ^ egale a environ 4 % (p/v). 
v Les viscosites du Solvant et du non-solvant doivent etre suffisantes 
pour stabiliser les goutteiettes; de ; coacervat. v 

Le volume de non-solvant a ajouter est defini de maniere £ porter le 
25 systeme vdans ^ fenetre de stabilite et obtehir un coacervat stable. 
- Cependant, le volume de - non-solvant depend 6galerrierit d6 la 
concentration des cristaux de prineipe actif en suspension dans la solution 
. organique de polymere. " V ;:; • • « 

L'addition j d'un exces de non-sblvant permet d'accelerer le 
30 durcissemenfc de -la paroi des microparticules, de prevenir leur 
agglomeration et d'ameliorer I'extraction du solvant. 
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La Vitesse d'addition du Hon^solvaht est suffisammerit basse pour 
eviter la T forrfiation d'un grand norfibrefde microparticules -trop petites, i.e. 
de tailfe comprise entre 1 et 2 pin. Eri outre; ! plus la separation de phase 
est lente, 'pltis -Id '^distribution'^ est 
5 uniforme et pKiS^ fa ? 5SiiHface ! des rhicrbparficules est lisse! L'ajout cfe non- 
solvarit se fait de preference graduellSmefif par doses de 200 pi a 1ml, en 
observant au moins une minute r erilre cheque' dose; ' : ;! ' r 

' :^Une' ^diminution de' la -Witesse/' d'a^ftatron pendant I'etape de 
coacervation augmente la taille^des goatteleftes de -coacervat puis des 
10. \ microparticules' finales: Mafs en dfessbcis d?uh£ ^ Vitesse limits, v^fiabie en 
fonctjon des systems,;: la cinetique de depot du coacervat est trop lente 
et/ouJes gouttelettesjdecoaceryat sont trap grosses et ne sont pas assez 
stables. Ume agitatiqn mecanique ou magnettquereplnprise entre 200 t/min 
et 1000 t/min donne souvent de bons resultats. > •> 

15 r,:. La temperature est le parametre ^ssentiel de : 1^ coacervation ; elle 
• • , doit etre. inferjeure a la temperature de transition ^vitreusendy polyn-.ere. 

Plus \elle : est basse, ^plys, le ei]ni|ieu : jest 3 vi$queux etr moins les 
- t microparticules pntjer^d^nce a s'agreg^ . i> - .o 

Le durcisseur ideal ne doit solubiliser ni le principe actif,: ni le 
20. . polymere.. II doit oxtraire facilement le : soJy ant du polymere. Le : durcisseur 
employe est de I'eau 6yentuellement; gdditiojinSede tensioactifou d'un 
alcool. L'eau permet t ayantageusement dte*trajne facilement-le. solvant du 
polymere. Elle presente, en outr§, Tayantage d/etre de faible^cout,. de ne 
pas necessiter de retraitement des effluents. Cependant, I'eaun'est pas le 
25 durcisseur ideal, dans !e cas de principes actifs hydrosolubles car tout 
contact prolonge est responsable de la diffusion du principe actif qui se 
traduit par un faible taux d'encapsulatipn. - : . • 

> 

Lorsque le principe actif encapsule est hydrophile.. pendant le 
durcissement, il est rapidement dissous par l'eau qui penetre dans les 
30 microparticules, et peut diffuser en> retour hors des. particules. En 
travaillant a basse temperature, ; on diminu^ les.phenomenes de diffusion, 
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done les fuites de principe actif, vers (a phase aqueuse, et on ameliore le 
rendement decapsulation. t ,; 

D'autres possibilites peuvent etre envisagees pour reduire la 
diffusion du principe actif ; comme la saturation de la phase externe par un 
5 electrolyte ou le principe * actif lui-rneme, s'il; est de ; faible cout, et 
1'association de J'eau a un autre: sol vant„ : qui presente une forte affinite 
pour le solvant du polymere afin de Textraire des microspheres. Ainsi, on 
reduit le volume d'eau emp!py6 et le contact avec I'eau est attenue. 

Le tensioactif ou Talcpol permettent de jimiter Segregation des 
10 microparticules entre elles afin de former une dispersion, homogene. lis 
. ont .ete selectionnes en fonction de leur innocuite. Les tensioactifs sont 
choisis parmi ceux fr6quemmer?t utilis§s ,d.ans les formulations destinees a 
la vpie injectable telsque les esters de sgbitan polyoxyethylenes, comme 
le Tween® 80 et le Tween® 20 (tensioactifs hydrophiles). 
15: Le Montanox® 80 (monooleate de 4 sorbitan poIyoxyethylenS) est un 

6mulsifiant hydrophiie, qui- petit entrer dans la composition d'une emulsion 
de type Huile/Eau. * • ; ; - : ; : ^ : : ; { 

Le Montatne® 80 (oleate de'sbrbitane) ^est son equivalent dans la 
garnme des tensioactifs lipdphiles. Le Solutol® HS 15 (hydroxystearate de 
20 polyethylene glycol 660) -est un tensioabtif hon ionique, a caractere 
hydr&phile utilise dans les solutions injectables. 

Le Synperonic® PE/F 68 (Poloxamer 188) est un copolymere-bloc 
de polyoxyethylehe et de polyoxypropylene. 

Enfin, Talcool polyviriyiique, a ete employe sous deux grades 
25 differents : le Mowiol® 4/88 et le Rhodoviol®4/125. 

Le volume de durcisseur releve d'un compromis. II doit etre 
suffisant pour eliminer rapidemeht le solvant des microspheres, mais il 
devra lirriiter la diffusion du principe actif hors des microspheres. Le 
volume est defini d'apres les criteres de solubifite du solvant dans la 
30 phase externe, de maniere a Ce que Isi concentration finale du solvant 
dans fe durcisseur soit inferieure £ la concentration a saturation de la 
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phase externe en solvant. En efimihant rapidemenMe solvant, la diffusion 
du principe actif est empechee par la formation d'une barriers de 
polymere: De plus, les microspheres seronV durcies te qui evite 
I'agregation. ,r ' • -vr---;j - . fc--') s':- . 1 . > 

5 L'augmentation du volume du durcisseur.'faite de fapon progressive 

v par ajouts 3 intervalles r6guliers, pefmet die mieux extraire le solvant des 
microparticules. - ' £ 1 * h so ^ ^ ^ ^ -vc: •■■ s - - *• « 

; Le rapport dti i volume" du : durcisseur au^ volume du solvant est 
compris entre 5/1 et 1 80/1 , ef de preference' erifre 1 5/1 ■ et 1 20/1 . 
10 y- t.es associations utilisahf Facide' antique otS'lia N-methyipyn^olidone 
comme; solvant ' dui polymer© h§cessiterit peu d'agent durcisseur pour 
- donner des microspheres isolides, si bten que le; rapport du volume du 
: durcisseur au volume du : sol vaht est avantageusement de Tordre de 5/1 
dans cecas. < j: ^eok-.r^:* r ': ' .-v..--; t -> *■ .. ' 

15 : : La methode de? sechage; desr microparticules : est ■ fonction de la 
, . rigidite des micrpspfreres, de la taille et des; volumes a traiter:: - ^ 

La tendance des microparticules a s'agr6ger apr^s sechage 
depend dejeur taux d'hydratation et desqaantites de solvant residuelles. 
Si un sechage a Tajr libre est insuffisant,: Jg ; mise sous, vide et/ou 

29 . I'aijgmentation de l#. temperature perm^ttent.de la completer, a condition 

que les microparticules, ^pjent^r^sjstant^.yau vide; II faut cependant 
^'assurer que la vitesse et la temperature jde sechage ne soient pas trop 
elevees pour eviter ragglom6ratjpn des microparticules. 

Dans le cas des asspciatiqns. utiljsant 1'aceiate d'ethyle comme 
25 solvant du polym6re, se pose le probleme du chpix <de, la methode de 
separation des microspheres. En effet, j les . microspheres sont encore 
gorgees de solvant apr§s une agitation d'une heure dans le durcisseur. 
Une filtration sur un systeme Millipore®, £ travers un filtre de porosite 0,5 
pm donne lieu £ un gateau solide difficilement redispersable, De.plus, le 

30 filtre est tres vite . cojmate. par les .microspheres encore, defprmables. La 
separation par centrifugation sur un aliquptde la solution n'a pas donne le 
resultat espere. La encore, les microspheres s'agregent et forment un 
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culot, non redispersable, meme a une yitesse de cqntrifugation peu 
elevee. Une autre technique de filtration utilisant un filtre en papier plisse, 
s'avere etre une solution. Ce procede presente Tavantage d'une surface 
de filtration importante et se realise a pression atmospherique. 

5 Cependant, les microspheres les plus petjtes ont tendance egalement a 
s'adsorber dan? les pores et colmatent le filtre au fur et a mesure. II est 
egalement difficile de recuperer la totalite des microspheres. Quant au 
sechage, il est assure par un courant d'air comprime, puis les 
microspheres .sont laissees a r.air arribiant. 

10 Selon un mode de realisation de Piqvention, le solvant du polymdre 

est Tacetate d'ethyle, le non-solvant est le propan-2-ol, et le durcisseur est 
un melange eau/tensioactif, eventuellement un melange 
eau/tensioactif/alcool. 

Dans ce mode de realisation, le polymere est de preference un 

is PLAGA 75 : 25. La concentration en polymere est comprise entre 1 et 5 % 
(p/v), de preference egale ^ environ 4 % (p/v). La coacervation est menee 
a temperature ambiante, de preference a une temperature inferieure a 
4°C, de preference encore inferieure a egale a - 4X, sous agitation 
mecanique, de preference a 300 t/min. 

20 La. concentration en tensioactif est comprise entre 1 et 10 % (v/v). 

Le tensioactif est le Tween® 80. Lorsqu'un alcool est associe a de Teau, 
on fixe la concentration en tensioactif entre 1 et 10 % environ et la 
concentration en aicool entre 2,5 et 5 % environ. Ualcool est 
avantageusement le propan-2-ol ou le prqpane-l^-diol. La solution 

25 aqueuse de durcisseur est ajqutee en au moins quatre fois. Le 
durcissement dure au moins 2h30 et au plus 4 heures. il est effectu^ a 
temperature ambiante, de preference a une temperature inferieure a 4°C, 
de preference encore a 0 I 5°C, sous agitation mecanique (500 t/min). 
Le rapport volumique non-solvant /solvant est egal a 1/2. 

30 Le rapport volumique durcisseur/soivant est egal a 120/1. 

Plus la temperature de durcissement est basse, plus la duree de 
durcissement sera diminuee. Ainsi, lorsque la temperature est inferieure a 
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4°C. une duree de 4 heures suffit. La duree est abaiss^e a : 2h30 quand ia 
temperature est de 0,5°C. 

Seloh un autre mode' de realisation^ le solvant est la N- 
methylpyrrolidone, Te non-solvant est i'ethanol et le durcisseur est un 
5 melange eau/tehsioactif. La concentration en polymere est comprise entre 
4 et 10 % ^p/vV'La coacervation et le durcissement sont conduits a 
temperature anhbianlte, sous agitation magnetique. ' La concentration en 
tensioactif est comprise entre 0,5 et 10" % (v/v). La duree de dUrcis^ement 
est comprise entre 2 et 4 Heures. Le rapport volurriique dutcisseur/solvant 
Yo est egal a 40/1. Le p<5lym§re est de preference le Resomer RG® 502 ou le 
r6somer RG® 756. 

La presente invention est illustree par les exemples suivants sans 

en limiter la portee. 

;•. ;• is.* r ■ • • o\ . . v.,?r . ' ^ : , l « ; V 

15 

• . - • • • * ; ; 1 r-. i -■" l* j ^ «:*: 

.:••'»■ *' ;s •}.♦• " : r..: r- ; ; • • x^'-v.f-vu.r. r«L t : -. *r . : -v. iv, ■;»*' v;.* 
Exemple 1 : Evaluation des associations polymfere/solvant/agent de 

-\ " ■: o : r»; « •:• -i.-ih^ni . ; ;jr. : v ■ ^ ..- ; 

coacervation/durcisseur. 

: i?: • s ••:■< ...1 v,.; .«i < . 

20 Dans cette etude, les poly(a-hydrpxy-acides) ont ete evalues. Trois 

copolymferes decide lactique et glycolique, dont les proportions de L-, D- 

iactides et glycolides sont variables, ont eti§ employes. II s'agit des 

polymeres suivants, fournis par Boehringer Ingelheim : 

- le Resomer® RG 502 (Mw=143o6g/mole, Mn=69bdg/mole), qui 
25 comporte 25 % de L-lactide, 25,% de D-lactide et 50 % de glycolide, 

- le Resomer® RG 756 (Mw=89800g/mole, Mn=35200g/mole), qui 
renferme 37,5 % de L-lactide, 37,5 % de D-lactide et 25 % de 
glycolide, 

- le Resomer® R;G 858 (Mw=87000 g/mole, Mn=22000 g/mole), qui 
30 possede 42,5 % de L-lactjde, 42,5 % de D-lactide et 15 % .de glycolide. 
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Au vu des solvants respectifs des polymeres, !es solvants Jes moins 
toxiques ont ete selectionnes. lis appartiennent aux solvants de classe 2 
ou 3, definis par.la classification des lignes directrices de I'ICH. 

La miscibilite des couples solvant/non-solvant des trois polymeres 
5 etudies a ete ensuite determine. De la meme maniere, les non-solvants 
des polymeres ont ete choisis,pour leurjfait?le toxicite,,: .y, : 

Le criblage des . associations solvant/non-solyant/durcisseur est 
realise dans des flapons a sdntillation, sur de faibles volumes de solutions 
( .organiques de : polymeres, a r ,1 : ou 4 (pour la N-methylpyrro!idpne et le 
10 PLAGA 50 : 50 .exclusivernent) % (m/v), } 5 ml de solution organique de 
polymere sont . places. dans _ un flacon a- scintillation. On ajoute ensuite 
I'agent de coacervation jusqu'a obtenir uatrouble, persistant a Tagitation, 
qui est caracteristique de la formation de coacervat. Le coaceryat est 
observe a cette ptape en.microscopie optique. Puis .1 ml de ce melange 
is est yerse^ dans 10 ml dlurie sqlution aqii^use de.tensipactif. On observe 
par microscopie optique presence ou non de microspheres. , 

a) Essais coacervation avecje PLAGA 50 : 50 (Resomer® RG 502) 

20 Les solvants dans lesquels le PLAGA 50.:, 50 est soluble sont 

I'acetate d'ethyle,. racetqne, ,. I'ac^tonitrile, J'acjde acetique, le 
dimethylacetamide, le dimethyl d'ethyle, . la N- 

m6thylpyrrolidone et le propylene carbonate. Le PLAGA 50 : .50 est 
insoluble dans le toluene, le propan-2-ol, le .glya&ro!, le dipctyladipate, le 

25 propane-1 ,2-diol, le xylene, le diethylcarbpnate et la methylethylcetone. 

Les. associations pour ; lesquelles on observe la formation d'un 
coacervat et de microspheres sont les suivants : 

- acetate d'ethyle/propan-2-ol/eau + Tween® 80, 

30 - acjde acetique/propane-1,2-diol ou propan-2-ol /eau + Tween 80, 

- N-methylpyrrolidone/ethanol/eau + Tween® 80 ou propan-2-ol, 



BNSDOCID- <FR 2797784A1_I_> 



16 



2797784 



- N-methylpyrrolidone/rnethylethyitetone ou propan-2-ol/eau + 
'Tween®86V ' • : • 

- Propylene carbonate/prdpari-2-61/ eau eventuellement avec Tween® 
80, 6thahol ou NaCI. : : ( ' ' r ; -"• v 

L'acide acetique pet/t etre empibye eomrrie solvant du polymere et 
ddriner iieu v £ { la r formation de ' dbacefVat et de - microspheres bien 
• individualizes; ' condition '" d ? titiliselr 3 r'eird' r ' bbmme' durd'sseur. 
1 Effectivement, irVe ^drme desig&ifttelettes de coacervat dan's ['association, 
id abide • acetique/pro^ari-2-bi mats eh pfe^enc^ s de r -m ou 
- • propane-1,2-dibl : cbmme-dura coacervat ne 

conservent paS : ^leur forme s^^ amas de 

polymeres: • s^s^ct :• £ y - ; ' r :: - ;: -- ;:;i - 3 - =-:-"-;:--:*" ^>*---i- 

' 'L'assbciatron acetate ^d^thyle/prdpan-^-^/eiau + 1 Tween® 80 donne 

15 de bons r^saltatV airisi cjue l-ass 

+ Tween® 80: C6iW 6tbtie ; etd : cbmfcletiee par ii recherche de 
durcisseurs. Le propane-1 ,2-diol et le propan-2-ol s'averent etre de bons 

' eiandidM^5'C6p^nda solvant 
moindre avec le propane-1 ,2-diol qu'en presence de propan-2-ol. 

20 Le firopylene : carbonate est 'UnT"s(Dl^ht iriteressant' par sa faible 

toxicite mais aOssi par sa %T ffolbbilit6' 4 'paVfielle dans i'bau. L'as^dciation 
: propylene carbbnate/propan-2^bl permit tfe s'affranchir de Teau grace a la 
possibility de rerriplac&ria phase e^rhs' par un soltfant ou du rrioins, 
limiter la diffusion du-prihcipe iactff; ? par ajbut d'uri electrolyte dans la phase 

25 externeou par melange d eau et 'd'iri ^btvarit: ! ' 

b) Essais de coacervation avec le PLAG A 75 V 25 (Rfesomer® RG 756) 

Les solvants dans lesquels le PLAG A 75 : 25 est soluble sont 
30 J'acetate d'ethyle, rac&tbrie, Tac&tonitrrte, racidb : : acetique, le 
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dimethylacetamide, le dimethylformamide, Tether diethylique, la 
methylethylcetone, et la N-methylpyrrolidone. -y 

Le PLAGA 75 : 25 est insoluble dans le toluene, le propan-2-ol, le 
glycerol, le propane- 1 ,2-diol, le propylene carbonate, le dioctyladipate et le 
5 triethylcitrate. 

Les deux solvants donriant les ryiejlleurs. rssultats sont Tacide 
acetique et I'acetate d'ethyle. Les etudes se sont done focalisees sur 
revaluation des associations acide acetique/glycerol et acide 
acetique/propane-1 ,2-diol ainsi que les couples acetate d'ethyle/prqpan-2- 
10 oi et acetate d'ethyle/pro t ... 

Les associations pour lesquelles on observe la formation de 
microspheres indiyidualisees sont : v 

• acetate d'ethyle/propane-1 ,2-dip.l/eau t Tween® 80 ou propan-2-ol, 
- acide acetique/glyc6rol ou propane-1 ,2-diol/eau + Tween® 80 v 



15 



c) Essais de cpacervation avec le PLAGA 85 : 15 (Resomer® RG 858) 



Les solvants dans lesquels le PLAGA 85: 15 est soluble sont 
I'acetate d'ethyle, ('acetone, I'acetonitrile, racide,: acetique, la 
20 dimethylformamide, , J'ethanolamine, t - Tethylenediamine, la 
methylethylcetone,. la N-methylpyrrplidone, le toluene et le triethylcitrate. 
Le . PLAGA 85: 15 esU insoluble dans le propan-2-ol. le glycerol, le 
propane-1,2-diol, le dioctyladipate et le xylene. 

Les associations pour lesquelles on observe la formation de 
25 coacervat et de microspheres sont : 

- acetate d'ethyle/propan-2-ol ou propane-1 ,2-diol/eau + Tween® 80, 

- acetate d'ethyle/propan-2-ol/propane~1 ,2-diol, 

- acetate d'ethyle/propane-1 ,2-diol/propan-2-ol, 

- acide acetique/glycerol (eau + Tween® 80) ou propane-1 ,2-diol ou 
30 propan-2-ol, . - r\ 
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- acide acetique ou methylethyic^tohe/propane-1^-diol/eau +' tween® 
80, " 1 ' ' ' 

- - acide acetique/propan^-ol/propane-l ^-diol, 

- N-methylpyrrolidbne du rtiettiylethylc^tbne/p + "Tween® 
5 80, : ? " ' 

- methyiethytbfeb 

Exemble 2 : r Realisation de nNibrb^spKferes non ctiargSes en principe 
io actif en faisant varier ies paramfetres de la cbacervation. 

Dans un premier temps Ies conditions operatoires sont 6tablies 
pour la preparation tie'frticrbs^ principe actif, afin de realiser 

des particules de la taiite ddsirde; I^inffiierice diffeire^s fecteurs comme 
15 le volume d'agent de coacervation ajoute, le volume de durcisseur, le type 
; cet^ia Vitesse 'd'agitatibrt^etla J: mi§thod^ ^e-'c&1l^e : des mMb%ph§r6s est 
etudiee. 

: Le polyrftere %&t disstous dan^ 50 ml de 'solvaht brgartiqlie (Becher 
n° 1) pour donner une sbfutibri a^\ % (ptt) : y£a 'concentration eh pblymere 
20. ; est portee a 4 %i (p/v) quand le sbfvarit l e3t ! la N-methylpyrrolidbne. Sous 
: agitation, on ajoute * I'agent de cbaberS/^tioh jusqu'a rbbtentibn d'un 
coaceivat stable et.visibfe; Purs le melange est' verse dans line solution de 
durcisseur additionn6e d'urt tensibactif (Becher n° 2), sous agitation. Les 
microspheres sont ensuite reeuperees par filtration. 'Les "associations 
25 testees sont celles selectionn6es dans rexemple i . * v 

a) avec le PLAGA 50 : 50 (Resornar® RG 502): 

Les differents protocoles eorrespondant a chacune des associations 
30 retenues sont recapitul6s dans le tableau 1. ■ ' 
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b) Application au PLAG A 75 : 25 (Resomer RG 756). 

Des microspheres sont obtenues dans les -conditions decrites dans 
le tableau 2 avec I'acetate d'ethyle comme solvant.j Apparaissent trois 
5 possibilites; d'iagitatipn pour Tassociation acetate, d'ethyle/propane-1,2- 
diol/eau + Montanox < ® 80 06 Tweeri® 80 : I'agitation par les ultrasons, 
Tagitation mecanique & pales et llagitation magn§tique. II n'y a pas de 
differences notables daris la morphblogje ojj la taille des microspheres qui 
puissenf justifier le choixde l'une de ces methodes^ 



2797784 

21 



IN 



CD 



CD 
0) 
CO 



CO 

a> 

<a> 

a_ 

CO 



"O 

to 

"C 

o 

CO 



to 

CM 

< 
o 

5 

a. 

CD 
U 

<D 
to 

CD 



E 

£ -CO 
CO 
CD 



13 
O 
Cl 

CO 

'c 

CO 

a> 

u 
O 

5 

Q- 
O 

CO 
CD 

o 



o 

CO 

a> 

O 

c 
*c 

Q- 

c 

CD 

CO 
CD 
K Q> 
O) 
u 
CO 

■5 

C 

o 



o 

O 

£ 



CO 

'<D 

Q_ 
CO 



a> 

"° c 

CD O 

O CO 

£ ^ 



E 

O 
CM 



2 X 

T= CO 



<D 

CD 

E 



CD 

(O 
CO 



O 3 



CD ™ 

<r »cd 
CO 



C CM 

O i_ 

•4= CD 

0> CD 

< t CQ r 



cd y_ 

5 *CD 



O «- 

~ CD 

.« € 

O) -CD 

< 00 



^3 CO 
CD ^ 

1 1 



§ 5 



o 

§ | 
< l 

CO 

_> 
o 
CO 



CD 

E 
E 

8 

O CD 

CO co 

O to 

175 'p 



CO 
CD 



8 



c 

*E r 
^> 
o 
o 



CD 
Z3 



CO 

C 

CO 

2 



E 

CO 



CO 

o 
< 



, o 



CD 

c 

CO 
Q_ 

o 



E- 
in 

CM 



CO 



CM 
00 



sr18 

^ CO 



O 

::m ; >*. 



O 
O 
CO 



I 

o 
o 



*E 
^> 
o 
o 



CD 
cr 

C 

o> 

<0 , 



CD 



c 
cn 
co 
E 



i 

o 
o 



c 
E 

o 
o 

CD 



CD 

g- 
'c 

8 

*CD 

E 



CD 

g- 

C 
O) 
CO 

E 



E 
m 



E 

CD 



4> 



O 



CO ^ 

< a 



t 

CO 

o 

< CL 



o 

I 

CN 
■ 

c 
CO 
CL 
O 



SNSDGClD: <FR 27S7784A1 l_> 



22 



Exemple 3 : Realisation de microspheres charg6es en 5-fluorouracile 
(5-FU) comme principe actif. 

*■■ \ ' • •: ■ 

1 ' » ' 

Les essais sont realises avec les associations de Texemple 1 a) et 
b) qui ont conduit a ^observation d'un coacervat. ' 

* ' \ i ' ' r * s 
a) Influence du principe actif sur la coacervatlon. 

! i >.■••- i 

- r* " .* • 

Le principe actif , a faibleicopcehfrafion (5 % en poids) forme avec la 
solution de poiymere une dispersion hofriogene.; La ,stabifite de la 
dispersion depend des solvarits ; ainsj la; N-metbylpyrrolidone, qui est un 
solvant visqueux, conduit a une meilleure stability de la dispersion et les 
pertes en antimitotique par d^cantation ou adsorption sur (es parois des 
bechers sont diminuees. • « ' " • ! i 

L'emploi de propane:-?! ,2rdiol !" comme agents de-: jcoacervation 
stabilise davantage leisystem^ en^augmentant^a viscosite du; milieu. 



""Li 



b) Rendement de production, ! S ! 

II varie de 15 a tOO % §uivarit "les associations. Les [ associations 
utilisant ('acetate d'ethyle comme solvant ;du \polymere; donnent les 
meilleurs rendements, ; prochesde 100:1%. 

c) Taux et rendement decapsulation. 

Lorsque Ton augmente les charges theoriques en principe actif, le 
rendement decapsulation est tres faible. 

Un passage aux ultrasons permet dlndividualiser les particules de 
principe actif. Lorsque Ton trayaille avec "de faibles concentrations, la 
dispersion est homogene. et on atteint des rendements decapsulation de 
70%. : ." . :" t; 
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Exemple 4 : Etude de Tassociation N-methylpyrrolidone/ethanol/eau 
+ tensioactif. 

5 Parmi les polymeres testes solubles dans la N-methylpyrrolidone, 

. .oryretiendra :. ' - , - v. - 

- Resomer® RG 502 (Boehringer Ingelheim). qui est un D ; L-PLAGA 

, 50:50, ( . r , , : : . :£ r 

- Resomer® RG ; 756 : (Boehringer Ingelheim), et Phusiline (Saint-lsmier) 
io qui sont des D,L-PLAGA 75 : 25, 

La formulation initiale des microparticules utilise une solution 
organique de polymere a 4 ou 10 % (p/v) pour un volume de solvant de 5 
ml. La coacervation est realisee sous agitation magnetique. Le non- 
solvant du polymere est ajoute a I'aide d'une micropipette, ml par ml. Des 

15 T apparition d'un trouble de la solution, un echantillon est preleve et 
observe en microscopie optique. Une minute apres Tapparition du trouble, 
le milieu de coacervation est verse goutte a goutte dans 200 ml de 
durcisseur (eau + Tween® 80 ou PVA). Le durcissement des 
microparticules est realise sous agitation mecantique. Une nouvelle 

20 observation en microscopie optique des microparticules est effectu6e 
pendant le durcissement. Puis les microparticules sont filtrees sous vide, 
ou a pression atmospherique sur papier filtre en cas d'impossibilite de 
filtration sous vide (colmatage quasi-immediat du filtre ou duree de 
filtration trop importante). Enfin, les microparticules sont observees juste 

25 apres filtration et apres lyophilisation. 

Les microparticules obtenues avec I'association NMP/ethanol/eau + 
tensioactif sont, en microscopie optique, spheriques, lisses et regulieres, 
quel que soit le stade de la formulation et quel que soit le type de 
polymere. 

30 Pour tous les lots realises, la filtration apres durcissement a ete 

realisee sur papier filtre et a pression atmospherique. La taille des 
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microparticules est comprise entre 30 et 50 pm. De nombreuses 
microparticuies d'environ 5 prri de ! cliametre sont aussi observees. 

• Influence du type de polymfere et de sa concentration. 

Les microparticules obtenues presenters toutes le merne aspect en 
micrbscopie bptidjue. ' ~v " " 1 ' ; 

Les meilleurs rendements sont obtenus avec Resomer® RG 502 et 

Resbmer® RG 756 dans les cbntlitiohs suivahtes (tableau 3): : 

; • •' , .,.jA r r a:: 

V • ' • . * *' >.V.;f /f'.i'il £i. : -V*. r*^.' 5 .V : . r* "-• r .,: V . J \i. 

■ . ■• r.. • ... *n j «= i, - ;** - • * \ :': 



.1. Vj r .1'. ■■»"',. ' • * •« ir-:l ■ 
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• Influence de la nature du durcisseur et du temps de durcissement. 

Le type de durcisseur (eau, eau + Tween®-80, ou eau + PVA), pour 
le meme polym&re PLAGA 50 : 50 (RG. 502) et a temperature ambiante, 
n'infiue ni sur la filtration ni sur le: rendement de fabrication des 
microparticules qui reste compris entreVi7,5;et 23,Q:%. 

Le temps de durcissement, pcjur le nlfeme p6iym£re PLAGA 50 : 50 
(RG 502), permet d'augmenter le rendement cle fabrication d'environ 10 
%, a temperature ambiante. ■..» j 



• Inf I uence de la temperature 

a) Pendant le durcissement 



15 Un durcissement a une temperature inferieure a 4°C a permis de 

doubler le rendement de fabrication des microparticules, pour (e PLAGA 
50 : 50 (RG 502) : 35,9 contra 17,5 %T j """" . A J, 



b) Pendant la coacervation ; 



Les manipulations realisees jentjerement a; une temperature 
inferieure a 4°C ont un rendement de fabrication de 10;5 % maximum. 

L'association N-methylpyrrQ|id6ne/ethanbl/eau + tensioactif conduit 
a la formation de microparficulesi presehtant uni aspect satisfaisant en 
25 microscopie optique. 



30 
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Exemple 5 : Microspheres chargg s avec la progesterone ou I 
budesonide. 

La progesterone et le budesonide sont des principes actifs 
hydrophobes solubles dans I'acetate-d'ethyle. 

} On utilise I'association acetate d'ethyle/propaq-2-ol/eau + Tween® 
80, et le P.L-PLAGA 75 : 25"(Phusis, Sairit-lsmier) cpmme polymere 

Les rendemehts de fabrication sont to'us superieurs a 90 %. 
» Les resultats dbtenus sont rassembles dans le tableau 4. 



10 
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Les taux et rendements d'encapsulation des principes actifs figurent 
dans le tableau suivant et sont calcules comme suit : 

- Ttheo. = [poids de principle actif/(poids de polymere + poids de principe 
actif)]x 100, 

5 - Texp. = [poids de principe actif/poids de microparticules seches] x 100, 
lis permettent de calculer le rendement d'encapsulation R : 

- R = [Texp./Ttheo.] x 100 



Taux et rendements d'encapsulation de la progesterone et du budesonide 

avec le PLAGA 75 : 25 (Phusis). 


Lot 


I; .-Taux. • 
, Theorique- ; 


~' Taux 
:experimental 


Rendement 
d'encapsu- 
lation 


Taux 
d'humidite 
residuelle 


1 (progesterone) 


12,4 % 


8,2 % 


66,1 % 


11,9% j 


2 (progesterone) 


13,1 % 


9,5 % 


72,5 % 




3 (budesonide) 


13,3% , 


8,0%. 


60,1 % 




4 (budesonide) 


13,0% , 


.8,8,%., 


, : 67,7 % 


16,4% 



io ^association acetate d'ethyle/propan^-ol/eau + tensipactif conduit a la 
formation de microparticules presentant un aspect satisfaisant en 
microscopie optique. En revanche, les microparticules obtenues avec ce 
couple solvant/non-solvant sont plus fragiles et sont sechees a fair libre, 
done a temperature ambiante et a pression atmospherique, pour ne pas 
15 etre agglomerees de fa?on irreversible. Les rendements de fabrication 
sohf proches de 100 %. L'agregation est le principal probleme rencontre 
avec cette association sol vant/non-soivant/durcisseur. Elle peut etre 
reduite en jouant sur diffenents parametres de la formulation. La 
temperature £ laquelle est effectuee la coacervation est notamment un 
20 facteur essentiel : abaissee a - 4°C, elle permet de figer le polymere et de 
rigidifier les microparticules qui, ainsi, s'individualisent et ne se collent plus 

entre elles. 
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REVINDICATIONS 

1. Precede de microencapsulation d'un principe actif par coacervation qui 
consiste en 

- la desolvatation menagee ou coacervation d'un polymere dissous dans 
un solvant organique contenant ledit- principe actif, ladite coacervation 
6tant induite par addition 5 d'un non-solvanf et se traduisant par le depot 
du polymere a ia surface du principe actif,. puis 

• - le durcissenrieht du depot de polymere^par ajout d'un agent durcisseur, 
ledit durcissem0nt . se tFaduisant par la : formation d'un film continu 
enrobant le principe actif, , \ - .v...:;.:"*; y\ 

caracterise en ce que ■ - r : 

- le solvarit du polymere est un solvant organique non chlore de point 
d'ebullition compris entre 30°C et 240 X et de. permittivite. dielectrique 
relative et comprise entre 4 et 6p f .ayantag;eusement dhoisLparmi I'ac6tate 
d'ethyle, la N-methylpyrrolidone, la m6thy!ethylcetone, I'acide acetique, le 
propylene carbonate et'ieurs nifeianges, 

- le non-solvant est uh alcool bu One cefene comprenant 2 a 5 atomes, et 
prefer entiellefnent 2 ou 3 atomes de carbone, en particulier I'ethanol 
(e=24), le prop£n-2-ol (6=18)1 le prbpahe-1 ,2-dioi (e entre 18 et 24) et le 
glycerol (s=40), ou la methylethylcetone (e= 18), 

- I'agent durcisseur est chotsi parmi J'eau, les alcopls comprenant 1 a 4 
atomes de carbone a condition que I'agent , durcisseur soit un alcool 
different du non-solvant, et leurs melanges. 



"1* 
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2. ; Procede selon la revendication.lv caracterise en ce que le non-solvant 

et le- durcisseur sont r respectivement choisis parmi les couples 
suivants : propane-1,2-diol et propan-2-oI, glycerol et propane-1,2-diol, 
glycerol et propan-2-ol, propan-2-ol et propane-1 ,2-diol. 

3. Procede selon les revendications 1 ; et 2, . caracterise en ce que le 
polymere est un polymere biodegradable dont la masse moieculaire en 
poids (Mw) est comprise entre 10 .000 et 90 000 g/mole, d& preference 
entre 15 000 et 50 000 g/mole, dont I'indice de polydispersite (Ip) est 

10 compris entre 1 et 3,5, de preference entre 1 ,5 et 2,5, 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise *en ce que le polymere 
est un polymere d'acide lactique (PLA) ou un polymere d'acides 
lactique et glycolique (PLAGA). , :l . . .. 

15 , t ^ r . . V: -;<.:. ; ... ... * 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que le polymere 
est un PLAGA tel que Mw est comprise entre 15 000 et 25 000, de 
preference egal a 17 5PQ, Ip est compris entre: 1 et 2 y de preference 
6ga! a 1,6, et le pourcentage d'acide glycolique est inferieur a : 30%, de 

20 preference egal a 25%. ,, ;*;--.•' 

6. Procede seloa I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la 
concentration en polymere dans le sqlvant est comprise entre 1 et 10% 

. (p/v), de preference de I'ordre de 4% (p/v). 
25 . : 

7. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracteris6 en ce 
que le rapport volumique noa-solvant/solvant est compris entre 1/2 et 

30 8. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que la temperature de coacervation est inferieure a la temperature de 
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transitiori' : vitreuse du polymere; d'e i: preference inferieure ou inferieure 
ou egafe a 25°C. de preference inferieure a 4°C, de preference encore 
egarea-4 a G. - ■• ; - " ' • ' 

5 9. Procede selon Tune des revendications precedentes, caract6ris6 en ce 
que Tageht - durcisseur coritieht en" Outre uri agent " tensibactif, la 
. i * concentration^ dudit -ag^ durcisseilir etant 

" " comprise entreat et fO°#(v/v). - J} - r/ - " : ^ M * 

10 10. Procede selbnf uhe des revendidatioris : p^eceidentes, caract^rise en ce 
que I'agent tensioactif est un ester de sorbitane, par exemple le Tween 
• 80, ou I'alcool por^ihyli^ue> • ■^■*~&.vv-- <: ml'-- - .;. 

1 1 Procede selon I'une des revendications precedences, caracterise en ce 
15 que le rapport volumique agent durcisseur/solvant est compris entre 

12. Procede selon Tune des revendlcatioris ^ 'pVe^dehtes/caracterise en ce 
' que !e durcissem'ent des microspheres est' realise sous agitation a une 

20 vitesse comprise entre 500 et 1500 t/min. 7 " 1 • 

13. Procede selon i'une des revendications prlfcedentesilcaracferise en ce 
que ia temperature! de'dur'as'sehie'r»t-est ! inferieure oi) , iig^l4''li*"25'C, de 
preference inferieure a 4°C, de preference encore -inferieure du egale a 

25 0,5°C. 

14. Procede selon I'une des revendications precedentes; caracterise en ce 
que lorsque le principe actif forme une dispersion dans la solution de 
polymere, le solvant et le non-solvant ont une viscosite suffisamment 

30 elevee pour stabiliser ie principe actif: : 
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15. Precede selcn Curie des revendications precedentes, characterise en ce 
que le principe ; actif est : disperse ^squs "ultra-sons pdurrforrner une 
dispersion daqs la solution de polymere, et Ta coaceryation est realisee 
sous agitation* douce, " de^ preference de type* magnetique ou 

mecanique. , ; ' ; : ~ V 

16. Procede selon Tune des revendications?; precedentes, caracterise en ce 
que la granulomere du principe actif est comprise entre 1 et 50 
micrometres, et preferentiellernerit entre 5 Mm et 30 pm. .:. ' 

17. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le solvant est fa N-methylpyrrolidone, le non-solvant est I'ethahol, 
et le durcisseur estj'eau. . ^ ? ? ^ - ; ; , 

18. Procede selon Tune des revendications 1 ja 16, caracterise en ce que 
le solvant est I'acetate d'ethyle. ■■ \ v r \: - 

19: Procede selon la revindication; 18, ; caracterise en ce que le solvant est 
Tacetate d'ethyle, le non-solvant est le pro^n-2-ol, et le durcisseur est 
I'eau. ; ^ ^, . . • . 

20 Procede selon la revendication 18 ou .19,. caracterise en ce que le 
polymere est un PLAGA 75 :25 tel que Mw est comprise entre 1 5 000 
et 20 000, de preference egal a 17 500, Ip est compris entre 1 et 2, de 
preference egal a 1 ,6. 

21.Procede selon Tune des revendications 1 a 16, caracterise en ce que 
le solvant est I'acide acetique, le durcisseur est I'eau, et le polymere 
est un PLAGA 50 : 50. 
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